



























ceeded  to molecular  docking  against  PLpro  using  the AutoDock  tools. Of  two  compounds  that 
showed the most favourable predicted binding affinities to the target site, as well as comparable 
protein‐ligand interactions to GRL‐0617, one was chosen for further analogue‐based work. Twenty‐
seven analogues of  this compound were  further docked against  the PLpro, which resulted  in  two 
additional hits with promising docking profiles. Our in silico pipeline consisted of an integrative 
four‐step approach:  (1)  ligand‐based virtual screening  (scaffold‐hopping),  (2) molecular docking, 
(3) an analogue search, and, (4) evaluation of scaffold drug‐likeness, to identify promising scaffolds 
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small‐molecule drug  for  the  treatment COVID‐19  in hospitalized patients  [29],  is  sug‐






GRL‐0617, with experimental data has been reported  for  the SARS‐CoV‐2 PLpro, by  the 
International Union of Basic and Clinical Pharmacology and the British Pharmacological 
Society  (IUPHAR/BPS) Guide  to Pharmacology  [36,37], with a half‐maximal  inhibitory 
concentration (IC50) of 2.4μM [38]. Ebselen has also been presented as a potential inhibitor 
of PLpro in a pre‐print article [39]. GRL‐0617 binds non‐covalently, and it is the only PLpro 












































































A  screen  of  339,240  molecules  from  the  ChemDiv  Diversity®,  MayBridge  Hit   





























































































and  Maestro  were  combined  (Supporting  Information,  Figure  S4  (a–d)),  compound 






























































































121558793 < 132344896 < 121589399 < 5384279 < 5183914),  in  consensus with  the blind 
docking results from AutoDock Vina. However, poses were not identical between the two 
programs. Where an alternative pose was suggested by AutoDock 4.2,  it was usually a 















































drug‐likeness  (Table  2), using  the  SwissADME  tool  (Swiss  Institute of Bioinformatics, 











































  GRL‐0617  121589399  5384279  5183914  121558793  132344896 
Lipinski   
(Pfizer) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓ 
Ghose   
(Amgen) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓ 
Veber   
(GSK) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓ 
Egan   
(Pharmacia) 
✓  ✓  ✓  ✓  ✓  ✓ 
Muegge   
(Bayer) 






























           
2.7. Scaffold Novelty and Scale of the Study 
To evaluate scaffold novelty, we used our four hits to screen 1,474 molecules, and 
8,904 molecules,  annotated with  the  keyword  ‘SARS‐CoV‐2’  in PubChem  (www.pub‐
chem.ncbi.nlm.nih.gov), and the ChemBL database [81] (www.ebi.ac.uk/chembl), respec‐
tively, using DataWarrior’s,version 5.2.1  (www.openmolecules.org)  [82] default  finger‐
print descriptor FragFp, but found no hits. Likewise, we found no similar hits when we 
analysed  the  structures  submitted  to  the  COVID  Moonshot  Initiative  [83] 
(www.covid.postera.ai/covid),  and  IUPHAR/BPS  Guide  to  Pharmacology  [36,37] 












































opment, and  the higher  the number of  structure‐activity  relationships delineated, and 
functional data available, we can begin to establish the key pharmacophore features re‐



























programs had predicted  compound  121558793  to have  the most  favourable predicted 

























their reliability  to dock  the  test scaffolds. Additionally, when we performed Molecular 
Mechanics/Generalised Born Surface Area  (MM‐GBSA)  calculations  in Prime,  the  top‐

















the discovery of  two hits with closer predicted binding affinities  to  the control  ligand, 
which reflected the practicality and usefulness of such an approach. Additionally, ana‐
















































































ergy of binding, Gibbs  free energy  (ΔG)  in(kcal/mol), or ChemPLP score  (GOLD), was 
superimposed against the GRL‐0617 co‐crystallised pose, to calculate an RMSD value in 
DockRMSD,  version  1.1  [120]  (Zhang  Lab,  University  of  Michigan; 
www.zhanglab.ccmb.med.umich.edu/DockRMSD).  The  AutoDock  tools  measure  pre‐
dicted free energy of binding (ΔG), but scores are commonly reported as predicted bind‐
ing affinity. Thus, the terms ‘ΔG’ and ‘binding affinity’ are used interchangeably through‐
out  the  text.   Where mean ± SEM  is shown,  five  independent docking  runs were per‐



























PLIP  (BIOTEC,  Tatzberg,  Dresden;  www.projects.biotec.tu‐dresden.de/plip‐






Molegro Molecular Viewer  (MMV)  [122], version 7.0  (Molexus  IVS, Odder, Denmark)) 
were used  for processing  files  from docking. MarvinSketch, version 20.16  (ChemAxon 
Ltd., Budapest, Hungary) [123] was used to draw two‐dimensional chemical structures. 
4.10. Assessing Molecules’ Drug‐Likeness 
The  molecules’  SMILES  were  entered  into  the  SwissADME  web  server  [77] 
(www.swissadme.ch)  to  determine  drug‐likeness  using  the  Lipinski  (Pfizer),  Ghose 
(Amgen), Veber (GlaxoSmithKline), Egan (Pharmacia), and Muegge (Bayer) filters, with 













PubChem  (www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)  and  the  ChemBL  database  [81] 
(www.ebi.ac.uk/chembl),  respectively,  using  DataWarrior’s,  version  5.2.1, 





CoV‐2  PLpro,  keyword  searches  were  performed  in  PubMed  (www.pub‐
med.ncbi.nlm.nih.gov), Web of Science (www.webofknowledge.com), Scopus (www.sco‐
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